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＜序＞ 
プリンヌクレオチド生合成系は、PRPPを出発材料にIMPを経由し、AMPとGMPを合
成する全部で14の反応から成る。この反応経路は基本的にほとんどの生物で共通
であるが、AIRにCO2を付加してCAIRを生成する6番目の反応には、生物種によるバ
リエーションが見られる。すなわち、高等真核生物や古細菌の一部では単一酵素
PurE（AIR calboxylase、classⅡ）が関与する1段階反応であるが、その他の真核
生物や真正細菌ではPurE（N5-CAIR mutase、classⅠ）とPurK（N5-CAIR synthetase）
の二つの酵素が関与する2段階の反応である。 
 高度好熱菌Thermus thermophilus HB8は、真正細菌であるので、6番目の反応は
2段階で進行し、このうちPurKは第1段階の反応、ATPとHCO3 -を用いてAIRをN5-CAIR
に転換する反応を触媒する。本研究は、Thermus由来のPurK（TtPurK）の立体構造
を決定し、既に構造の解明されている大腸菌由来のPurK（EcPurK）との比較を行
うことを目的とする。 
＜実験方法＞ 
①TtPurKを用いて、ハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化を行った。 
②大型放射光施設SPring-8において、クライオ条件下でTtPurK結晶のX線回折デー
タを収集し、得られたデータからプログラムHKL2000を用いて空間群、格子定数
を導き出した。 
③プログラムccp4を用いてEcPurK（ID：1B6S）をもとに分子置換を行い、位相を
決定した。 
④プログラムcns1.1、及びXtalViewを用いて構造の精密化を行い、立体構造を決
定した。 
＜結果＞ 
①結晶化条件、4.3 M NaCl , 0.1 M Na Hepes pH7.5で 
TtPurKの結晶化に成功した。サンプルには、基質ATP 
の構造アナログであるAMP-PNP（20ｍM）を加えた。   
②得られたX線回折データからTtPurK結晶の空間群、格 
子定数が得られた。 
dmin＝2.7Å、空間群：P41、格子定数：a＝80.2Å、 
b＝80.2Å、c＝204.5Å 
③EcPurK（相同性40％）との分子置換法により位相を決
定し、構造精密化を行ったところ、R値は24.3％まで
下がり、TtPurKは非対称単位中に２つの分子を含んでいた。                 
④TtPurKはEcPurKにはないαへリックスとβシートを持ち、Cドメイン末端におい
ても立体構造に一部違いが見られた。 
⑤AMP-PNPをTtPurK構造に当てはめた場合に、電子密度の位置などにおいて、
EcPurKの構造との多くの共通点が見られた。 
 
